














 学位授与の要件  学位規則第5条第1項該当
研究科専攻 東北大学大学院医学研究科
 (博士課程)内科学系専攻
学位論文題目
論文審査委員
 Establishmentofasyngeneicmonoclonalan七ibody
(HepSS-1)thatrecognizesheparansulfateglyco-
saminoglycεm(HS-GAG)anda,nalysisofceli
surfa,ceHS-GAGbyHepSS-1
 (ヘパラン硫酸グリコサミノグリカン(HS-GAG)を
 認識する同系免疫単クローン性抗体(HepSS-1)の樹
 立と細胞膜上のHS-GAGの解析)
1)AsyngeneicmonoclonalantibodytomurineMeth
Asarcoma,(HepSS-1)recognizesheparansnlfate
91ycosaminoglycan.
 (ヘパラン硫酸グリコサミノグリカンを認識する同系免
 疫単クローン性抗体HepSS-1)
 2)Me七astaticpo七enむialofMurineB16melanoma
 correla七eswi七hreduce(isurfaceheparansulfaむe.
 (マウスB16メラノーマ細胞膜上のヘパラン硫酸と転移
 能との関係)
 (主査)
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論文内容要旨
 細胞外マトリクスは細胞の増殖,transfo㎜ation,及び癌細胞の転移において重要な役割を
 演じている。その細胞外マトリクスの各成分に対する特異抗体を得る事は,その生理的役割を解
 析する上で有用な手段を提供する。今回私はマウスに同系の線維肉腫を免疫し,この脾細胞とマ
 ウス骨髄腫細胞とのhybridomaの中に免疫された線維肉腫を認識する単クローン性抗体を産生す
 るものが存在し,その抗体の認識する抗原は,細胞膜上のヘパラン硫酸グリコサミノグリカン
 (HS-GAG)である事を見い出した。得られた単クローン性抗体(HepSS-1:IgMclass)
 を用いて細胞の密度変化やtransformationに伴う細胞膜上のHS-GAGの変化及び癌細胞膜
 上のHS-GAGと肺転移能との関係を解析した。
 1.HepSS-1の単離とその抗原決定
 BALB/cマウスに同系由来の線維肉腫(MethA)を移植し形成された腫瘤を組み換え型イン
 ターフェロンαで治療すると腫瘤は消失してしまう。この個体は再度MethAを移植しても生若
 しないためMethAに対し免疫記憶を有していると考えられる。そのマウスの脾細胞をマウスの
 骨髄腫細胞と融合しhybridomaを製作した後,200個の細胞群の培養上清のMethA細胞との
 結合性を間接蛍光抗体法にてスクリ一再ングしたところ16個の陽性細胞群を得た。このうち結
 合が強いものをクローン化しHepSS-1と命名して以下の解析に供した。
 HepSS-1がHS-GAGを認識する事は次の事実により明らかとなった。1)MethA細胞を
 トリプシン,ヘパリチナーゼ,及びヘパリナーゼで処理すると抗体の結合性は失なわれるが,コ
 ンドロイチナーゼABCやヒアウロニダーゼ処理では,失なわれない。・2)HepSS-1のMethA細胞
 への結合は,HS-GAGにより抑制されるが,他の7種のグリコサミノグリカン(GAG)では抑制
 されない。3)精製された8種類のGAGのうちHepSS-1はHS-GAGとのみ反応した。4)抗
 原の分子量の推定にはMethA細胞表面のタンパクを1251で標識し免疫沈降物をSDS-PAGE
 後オートラジオグラフィーにて解析する方法とMethAを界面活性剤で可溶化しゲルろ過により
 分画後,各分画の抗原性を測定する方法の2つを用いた。その結果見かけの分子量が106ダルト
 ン以上の巨大分子を含む数種類の分子により構成されていた。
 次に精製されたHS-GAG内のグルコサミン残基の0一位,及びN一位の脱硫酸化とN一位のア
 セチル化を組み合わせた各種の誘導体を製作し,これに対するHepSS-1の結合性の検索結果とク
 ジラ腸管より得られたω一ヘパリン(グルコサミン残基が高度にN-acety1化されている)との結
 合性よりHepSS-1の抗原エピトープは,0一硫酸化,N一アセチル化グルコサミンと密接に関係
 している事が判明した。
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 2.細胞密度の変化,transformation,及び細胞周期の変化に伴う細胞表面のHS-GAGの
変化
 NIH3T3細胞を用いて細胞膜上のHS-GAGをHepSS-1を用いて間接蛍光抗体法にて解析
 したところ次の知見を得た。1)細胞密度が低い時には,高い時よりHepSS-1抗原の発現が多
 い。2)MH3T3細胞核DNAをpropiumiodineにて染色し細胞表面のHS-GAGをHep
 SS-1にて2重染色し,フローサイトメトリーにて解析すると細胞周期上,G2+M期にはG1期よ
 り多くのHepSS-1抗原を発現する。3)MH3T3細胞とこれをSV40や癌遺伝子(Ki-ras)
 でtransformした細胞を比較するとtransformした細胞はより多くのHepSS-1抗原を発現し
 ていた。この時,前述の細胞密度依存性の変化は失なわれる。この現象は温度感受性変異をもつ
 Ki-rasによってtransformしたMH3T3細胞をtransformationを起す温度(32℃)と
 tranformationを起さない温度(39℃)で培養して観察した実験で再現された。
 3.マウスB16メラノーマの肺転移能とB16メラノーマ細胞表面のHS-GAGの関係
 肺転移能の定量には,c57BL/6マウスの尾静脈より一定数のB16メラノーマ細胞を注入し,
 その後肺に形成されたコロニー数を指標にするFidlerらの開発した系を用いた。メラノーマ細
 胞表面上のHS-GAGの定量には,HepSS-1を用いたradioi㎜unoassay及びフローサイトメ
 トリー(間接蛍光抗体法)を用いた。まず,5つのBi6メラノーマのサブラインの肺転移能と
 細胞表面のHS-GAGを測定すると,HS-GAGの量が多い程肺転移能が低いという負の相関が
 存在した。また,B16メラノーマの親株を肺転移させて形成されたコロニー由来の細胞(B16-
 F1)は親株に比べHS-GAGの量は減少していた。更にセルソーターを用いてB16メラノーマ
 親株からHepSS-1の結合量の少ない細胞を分取していくと親株より肺転移能の高い細胞集団が
 得られた。肺転移能とHS-GAG量との負の相関関係の機序は現在のところ不明であるが細胞表
 面のHS-GAG量の少ないサブライン程,naturalkiller細胞に対する感受性が減少していた。
 以上HS-GAGに対する最初の単クローン性抗体であるHepSS-1は免疫組織化学等の分野で今
 後有用な情報を提供すると思われる。
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 審査結果の要旨
 細胞外マトリクスは細胞の増殖,transformation及び癌細胞の転移において重要な役割を演
 じている。その細胞外マトリクスの各成分に対する特異抗体を得ることは,その生理的役割を解
 析する上で有用な手段を提供する。著者は,マウスに同系の線維肉腫を免疫し,この脾細胞とマ
 ウス骨髄腫細胞とのhybridomaの中に免疫された線維肉腫を認識する単クローン性抗体を産生す
 るものが存在し,その抗体の認識する抗原は細胞膜上のヘパラン硫酸グリコサミノグリカン
 (HS-GAG)であることを見出した。かく得られた単クローン性抗体(HepSS-1)を用いて
 細胞の密度変化やtransformationに伴う.細胞膜上のHS-GAGの変化及び癌細胞膜上のHS-
 GAGと肺転移能との関係を解析し以下の結果を得た。
 1.HepSS-1がHS-GAGを認識することを証明した。
 2.MH3T3細胞において細胞膜上のHS-GAGをHepSS-1を用いて間接蛍光抗体法にて
 解析した結果,細胞密度が低い時には高い時よりHepSS-1抗原の発現が多いこと,細胞周期上、
 G2+M期にはG]期より多くのHepSS-1抗原を発現すること,NIH3T3細胞とこれをSV40や癌遺
 伝子でtransfom1した細胞を比較するとtransformした細胞はより多くのHepSS-1抗原を発現するこ
 とが見出された。
 マウスB16メラノーマの肺転移能とB16メラノーマ細胞表面のHS-GAGの関係を調べた結果,
 両者には負の相関関係が見出された。
 以上の研究成果は著者が樹立したHS-GAGに対する単クローン性抗体であるHepSS-1が免
 疫組織化学の分野で有用な手段を提供することを示したものであり,医学博士の授与に価いする
 ものと判定された。
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